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This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP9S706001 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of '{Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



| | the international application as originally filed. 

the description, pages 1 ~ 1? 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



-32 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



[>7| the drawings, sheets/fig 1/10- 10/10 

sheets/fig 

sheets/fig 

sheets/fig 

2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

1 | the claims, Nos. 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



I [ the drawings, sheets/fig 



2 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



5-10, 14-16, 19-26, 30-31 YES 
1-4, 11-13, 17, 18, 27-29, 32 NO 



5-10 



1-4, 11-32 



1-32 



YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1 ) . Preamble 

1.1 According to the present claims, in particular 
independent Claim 1, the subject matter of the 
application is a recognition system. A person 
skilled in the art will see that this recognition 
system according to Claim 1 would be suitable for 
detecting the substrate S*; consequently, the 
subject matter of Claim 1 does not exclude a 
"detector" probe for substrate S in the sense of a 
sandwich assay (see also "containing at least"); 
this can also be understood in the light of the 
present description (see page 10, section 3). 



*) with an immobilized binding component A and a 
(bif unctional) recognition species B as the capture 
probe for S, wherein the bond between A and B "is in 
the form of a molecular pairing system", i.e., via 
an intermolecular bond. 



1.2 The application makes it clear that the present 
invention is based on the use of pyranosyl nucleic 
acids, primarily p-RNAs. Such structural variants 
have not been named in the prior art cited in the 
search report; see page 4, section 2, page 10, lines 
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14-17, Claims 5-9 of the present application. 
2) . Box V.2 

2.1 Because of the sandwich assay disclosed in WO-A- 
95/07289 (D6) , the recognition system according to 
Claim 1 and the subject matter of Claims 2-4, 11-13, 
17, 18, 27-29 and 32 are not novel; see D6, Figure 1 
and page 12, lines 15-26. This system from parts 10- 
15 appears to anticipate the subject matter of the 
claims mentioned (part 12 is bifunctional and 
corresponds to recognition species B) . 

2.2 A recognition system with a molecular pairing 
system (between a nucleic acid and its analogues) is 
also known from D4 = WO-A-96/13522 ; see D4 , page 4, 
from line 29; page 5, from line 31; page 12, lines 
21-29. According to page 10, of the present 
application, the applicant appears to also recognize 
this. Use of such a supramolecular complex along 
with a substance library was known; cf . D5 = WO-A- 
93/20242, e.g., Claims 19-21. Accordingly, a 
chemical structure appears to have been identified 
that binds with a biologically active molecule. The 
chemical structure is identified after isolation of 
the supramolecular complex formed between the 
chemical structure and the biologically active 
molecule. Such a procedure (with isolation) also 
appears to be implicit in the present application 
(see page 10, sections 2 and 3 and Claims 27 and 

30) . 

The present application also fails to show that the 
use of pyranosyl nucleic acids (see above in 1.2) 
leads to unexpected effects in the claimed 
recognition system; compare the above with a system 
according to D4 and D5 . As a consequence, the 
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subject matter of Claims 1-4 and 11-32 does not 
involve an inventive step. 
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VI. Certain documents cited 



1. Certain published documents (Rule 70.10) 



Application No. 
Patent No. 



Publication date 
(day/m onth/year) 



Filing date 
(day/month/year) 



Priority date (valid claim) 
(day/month/year) 



2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 

Date of written disclosure 

Kind of non-written disclosure Date of non-written disclosure referring to non-written disclosure 

(day /month/year) (day/month/year) 



See Supplemental Box 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: VI. 



3) . Document Dl = WO 97/43232, which does not belong to 
the present prior art, could become relevant in the 
regional phase with the EPO according to EPC 
Article 54(3); cf. Dl, Claims 28, 32 and 6. 
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MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel71.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



12. 99 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
H26102PCT /ps 


WICHHGE MITTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/06001 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
21/09/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
22/09/1 997 


Anmelder 

AVENTIS RESEARCH & TECHNOLOGIES... et al. 



Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 



2. 



Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



dem Internationalen Buro zur 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vorjedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzulerten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordemissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevotlmachtigter Bediensteter 
Danti, B 

Tel. +49 89 2399-8161 




Formbiatt PCT/IPEA/416 (Ju!i 1992) 




VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
H26102PCT /ps 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/06001 


Internationales Anme\de6atxim(Tag/Monat/Jahr) 
21/09/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
22/09/1997 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
G01N33/50 



Anmelder 

AVENTIS RESEARCH & TECHNOLOGIES... et al. 



1 . Dieser internationale vorlairfige Prufungsbericht wurde von der mit der Internationale vorlaufigen Prufung beauttragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfafM insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwattungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 


8 


Grundlage des Berichts 


II 


□ 


Prioritat 


III 


□ 


Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 




Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


VI 


B 


Bestimmte angefuhrte Unterlagen 


VII 


□ 


Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 


VIII 


□ 


Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 


Datum der Fertigstetlung dieses Berichts 




21/04/1999 


K 12. 99 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/06001 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde ersteltt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, getten im Rahmen dieses Berichts als "ursprungiich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.y. 

Beschreibung, Seiten: 

1-17 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-32 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/10-10/10 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Off enbarungsgehalt in der ursprungiich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfindertschen Tatigkert und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



5-10, 14-16, 19-26, 30-31 
1-4,11-13,17,18,27-29,32 

5-10 

1-4,11-32 
1-32 
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2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / oder 

2. Nicht-schriftliche Oftenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/06001 
PRUFUNGSBER1CHT - BEIBLATT 

1 ) . Praambel 

1.1. Gemass cler vorliegenden Anspruche, i.b. des unabhangigen Anspruchs 1, ist 
der Gegenstand der Anmeldung ein Erkennungssystem. Ein Fachmann erkennt, 
dass dieses Erkennungssystem gemass Anspruch 1 sich zum Auffinden des 
Sustrates S eignen wurde*; demzufolge schliesst der Gegenstand von Anspruch 1 
eine "Detektor"-Probe fur das Substrates S im Sinne eines Sandwich-Assays 
keineswegs aus (s. auch "enthaltend mindestens"); dies lasst sich auch im Lichte 
der vorliegenden Beschreibung verstehen (s.S.10, 3. Abschnitt). 

*)mit einer immobilisierten Bindungskomponente A und einer (bifunktionellen) 
Erkennungsspezies B als Capture-Probe fur S, wobei die Bindung zwischen A und 
B "in Form eines molekularen Paarungssystems", d.h. uber eine intermolekulare 
Bindung erfolgt 

1.2. Aus der Anmeldung geht hervor, dass die vorliegende Erfindung auf der 
Verwendung von Pyranosyl-Nukleinsauren vor allem p-RNA's basiert. Solche 
Strukturvarianten scheinen in dem im Recherchenbericht zitierten Stand der 
Technik nicht genannt zu sein; s. vorliegende Anmeldung S.4, 2. Abschnitt, S.10, 
Zeilen 14-17, Anspruche 5-9. 

2) . Punkt V.2. 

2.1. Das Erkennungssystem gemass Anspruch 1 und der Gegenstand der 
Anspruche 2-4, 11-13, 17, 18, 27-29 und 32 scheinen durch den in WO-A- 
95/07289 (D6) offenbarten Sandwich-Assay nicht neu zu sein; s. D6, Fig. 1 und 
Seite 12, Zeilen 15-26. Dieses System aus den Teilen 10-15 scheint den 
Gegenstand der genannten Anspruche vorwegzunehmen (Teil 12 ist bifunktionell 
und entspricht der Erkennungsspezies B). 

2.2 Ein Erkennungsystem mit einem molekularen Paarungssystem (zwischen 
einer Nukleinsaure und deren Analoga) geht auch aus D4: WO-A-96/13522 
hervor; s. D4, S.4. ab Zeile 29; .S.5, ab Zeile 31; S. 12, Zeilen 21-29. Gemass 
Seite 10 der vorliegenden Anmeldung scheint der Anmelder dies auch 
anzuerkennen. Eine Verwendung eines solchen supramolekularen Komplexes 
unter Verwendung einer Substanzbibliothek war bekannt; vgl. D5: WO-A- 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/06001 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT _ 

93/20242, z.B. Anspruche 19-21. Demgemass scheint eine chemische Struktur, 
die mit einem biologisch aktiven Molekul bindet, identifiziert zu werden. Nach der 
Isolierung des zwischen der chemischen Struktur und dem biologisch aktiven 
Molekul gebildeten supramolekularen Komplex wird die chemische Struktur 
identifiziert. Eine solche Vorgehensweise (mit Isolierung) scheint auch in der 
vorliegenden Anmeldung impliziert zu sein, s.S.10, Abschnitte 2+3 und Anspruche 
27/30. 

In der vorliegenden Anmeldung wird auch nicht gezeigt, dass die Verwendung von 
von Pyranosyl-Nukleinsauren (s. oben in 1.2.) im beanspruchten 
Erkennungssystem zu unerwarteten Effekten fuhrt; dies im Vergleich zu einem 
System gemass D4+D5. Demzufolge scheint der Gegenstand der Anspruche 1-4 
und 1 1-32 nicht erfinderisch zu sein. 



3). Punkt VI. 

Das Dokument D1: 97/43232 das (hier) nicht zum Stand der Technik gehort, 
konnte in der regionalen Phase vor dem EPA gemass Art. 54(3) EPU relevant 
sein; vgl. D1, z.B. Anspruche 28, 32 und 6. 
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D-81679 Munchen l$ 
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Date of mailing (day/month/year) 
22 January 1999 (22.01.99) 


Applicant's or agent's file reference 
H26102PCT 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/EP98/06001 


International filing date (day/month/year) 
21 September 1998 (21.09.98) 


1. The following indications appeared on record concerning: 
| X | the applicant | | the inventor | | the agent | | the common representative 


Name and Address 

HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT 
Bruningstrasse 50 
D-65929 Frankfurt am Main 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
| | the person [~X] the name [3<] the address ^] the nationality the residence 


Name and Address 

AVENTIS RESEARCH & TECHNOLOGIES 

GMBH & CO. KG 

D-65926 Frankfurt am Main 

Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 


4. A copy of this notification has been sent to: 

X the receiving Office [ ] the designated Offices concerned 
| X| the International Searching Authority the elected Offices concerned 
[" 1 the International Preliminary Examining Authority | | other: 


The International Bureau of WIPO 
34, chemtn des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.36 


Authorized officer n >^ 

N Fischer X3 TlidV 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 ^ 
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ANTRAG 

Der unterzeichnete beantragt. daB die vorliegende 
Internationale Anmeldung nach dem Verrrag Uber die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 


Internationales Aktcnzeichen 


Internationales Anmeldedatum 


Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 


Aktcnzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gcw iinscku 
(max. 12 Zetchent H261 02PCT 


Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDL'.NG 

Adressierbares modulares Erkennungssystem, seine Herstellung 
und Verwendung 


Feld Nr. II ANM ELDER 


Name und Anschrift: (Familienname. I'orname: bei iuristischen Personen vollstdndi^e amtiiche Bezeizhnunz 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Same des Steals anzugeben. Der in diesem Ft: J in der 
Anschrift angegebene Sraat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. so/ern nachstehend kein 
Stact aes Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.j 

Hoechst Aktiengesellschaft 

Brunlngstr . 50 

D-65929 Frankfurt am Main 


1 1 Diese Person ist 

1 1 gleichzeitig Erfinder 

Telefonnr.: 
Telefax nr.: 
Femschreibnr.: 


Staatsaneehoriakeit (Staat): ] Sitz oder Wohnsitz (Siaat): 
DE 1 DE 


DiescP=rsonistAnmcIdcr i | a Ne Besiim- | 1 allc Bestimmungssiaaien miiAusnahme 1 1 nur die Vereimgten | 1 die :.-n Zu^iziclc 

rurlolgendcMaaten: | | mungssuiaien LKJ der Vcreinigten Staaten von Amerika | | Staatcn von Amerika 1 1 aneesebenen 5u2:;r. 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER LND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname: beljurisxischen Personen vollstandige amtliche Beze::hnun? 
Bei der Anschrift ; sind die Postleitzahl und der Shme des Staat s anzugeben. Der in dies em Feic tn der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, so/em nechstehend kein 
Staat aes Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.t 

Miculka, Christian 
Gebeschusstr . 36 
65929 Frankfurt 
DE 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| x | Anmelder und Erfinder 

| | nur Erfinder (Wird dieses Kcstzher. 

i 1 angekreuzt, so sind die nachste herder. 

Angaben nicht notigj 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

at' 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder i 1 3 Me Bestim- | | alle Beswmmungssuaten mil Ausnahme | 1 nur die Vereinigten | 1 die im Zusaizftld 

lurioigendcbtaatcn: | | mungssuaicn |_| der Vereinigien Staaten von Amerika L_X| Staaren von Amerika 1, ,, 1 ange^ebenen Suat;n 


1 1 Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fonsetzungsblan angegeben. 


Feld Nr. IV ANW'ALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgendc Person wird hiermit bestellt'ist bestellt worden. um fur den (die) Anmelder | 1 A . i 1 gemeinsamer 

vor den zustandigen intemationalen Behbrdcn in folgender Eigenschaft zu handein als: UKJ An * aK | | Vertreier 


Name und Anschrift: (Familienname. I'orname: bet juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Same des Staat s 

anzugeben. j Dehmel Albrecht 
Bardehle, Heinz KahJLhofer, Hermann 
Dost, Wolfgang Pagenberg, Jochen 
Altenburg, Udo S^^aeS^ 1 ^ 
Geissler, Bernhard b5 s1 ; Rapfiael 
r^m^ipi 1 - 81679 Munchen 


Telefonnr.: 

0049-89-928050 

Tele fax nr.: 

0049-89-92805444 

Femschreibnr.: 


1 | Zustellanschrift: Dieses Kistchen isi anzukreuzen. wenn kein An wait oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im 
1— 1 obigen Feld cine speziellc Zustell anschrift angegeben ist. 
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Fortsetzung von Feld Nr. Ill W'EITERE ANMELDER UND/ODER fWEITERE) ERFINDER 


Wird keines der folgenden F 'elder benutzu so sollte dieses Blatt dem Ant rag nicht beigefugt werden. 


Name und Anschrift: (Familienname. I'orname: beijuristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnunz. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Same des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Stoat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend ketn 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.i 

Windhab, Norbert 
Akazienstr. 28 
65795 Hatter she im 
DE 


Diese Person ist: 
[ 1 nur Anmelder 

I x | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder tll'ird dieses .Kzs::'-.en 
1 J angekreuzt. so sind die na:hs:ehir.den 
Angaben nicht notig,/ 


Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder i | alle Bestim- I | alle Besiimmungssiaaien mit Ausnahme 1 1 nur die Vereinigien | 1 die im Zusaizfeld 

rurfolgendeSiaaten: | | mungssLiaien | | der Vereinigien Staaten von Amerika 1 X ] Siaairn von Amerika | | angescber.cn Siir.cn 


Name und Anschrift: (Familienname. V or name: beijuristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Same des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Stcjt ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.j 

Hoppe, Hans-Ulrich 
Amselweg 1 1 
65929 Frankfurt 
DE 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| x[ Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird d:eses Kss::'':?n 

1 1 angekreuzt, so sine d:e r.czhste'r.^r.zcn 

Angaben nicht notig.* 


Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE " 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder i | alle Bestim- I | alle Bestimmungsstajten mil Ausnahme f— I nur die Vereinigien I 1 die ;m Zusazzfeid 

tur to I gen de Staaten: | | mungssiaaien | | der Vereinigien Staaien von Amerika I X | Siaaten von Amerika | | anetscbenen Stolen 


Name und Anschrift: /"Familienname. Vorname: beijuristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichr.unz 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Same des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in aer 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sttzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend ketn 
Staat des Sitzes oder H'ohnsitzes angegeben ist./ 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastzhen 

1 ' angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht not'tg.j 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmeldcr i I alle Bestim- I I alle Bestimmungsstaaicn mil Ausnahme | 1 nur d.e Vereinigien 1 1 die im Zusaufelcl 

lurlolgendcMaatcn: | mungsstaaien | | der Vereinigien Staaicn von Amerika | | Suaien von Amerika l_ 1 angegebenen Suaten 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname: beijuristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
4 ' der Anschrift sind die Postleitzahl und der Same des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Stoat des Sitzes oder H'ohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder H'ohnsitzes angegeben ist.j 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

| | nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
I— 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.t 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmeldcr r—i alle Bestim- [~™| alle Best i mm ungsstaaten m it Ausnahme r™ 1 nur die Vereinigien I 1 die im Zusatzfeld 
ulrfolgendc Staaten: 1 1 mungssuaten L-J der Vereinigien Suaien von Amerika 1 1 Suaien von Amerika 1 1 angegebenen Suaten 


[ ] Weitere Anmeldcr und' oder (vteitcre) Erfinder sind auf eincm zusatzJichcn Fortsetzungsblatt angegeben. 
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Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Die folgcndcn Bestimmungen nach Rcgcl 4.9 Absaiz a werden hiermit vorgenommen (line dtc emsprechenden Kastchcn ankreuzen: venigstens ein Kastenen 
mufi angekretct *erdenj; 

Regionales Patent 

□ AP ARtPO-Patent: CH Ghana. CM Gambia. K£ Kenia. LS Lesotho. MW Malawi. SD Sudan. SZ Swasiland. 

UG Uganda. ZW Simbabwe und jeder weitere Staat. dcr Vcnragsstaat des Hararc-Proiokolls und des PCT ist 

□ EA Eurasisches Patent: AM Armcnien. AZ Ascrbaidschan. BY Belarus. KG Kireisistan. K2 Kasachstan. MD Republik 

Moldau. RU Russische Foderation. TJ Tadschikistan. TM Turkmenistan und jeder weitere Staat. der Vertraesstaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCT ist 
EP Europaisches Patent: AT Osten-eich. BE Beigien. CH und LI Schwciz und Liechtenstein. CV Zvpern. 
DE Deutschland. DK Danemark. ES Spanien. FI Finnland. FR Frankreich. G B VereinigtesKonigreich. GR Grieche'nland. 
IE Irland. IT Italien. LU Luxemburg. MC Monaco. NL Niederlande. PT Portugal. SE Schweden und jeder weitere Staat. 
der Venragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

□ OA OAPI-Patent:BFBurkinaFaso. BJ Benin. CFZentralafrikanischeRepublik.CC Koneo. CI Coted'Ivoire.CM Kamerun. 

CA Gabun. GN Guinea. ML Mali. MR Mauretanien. NE Niger. SN Senegal. TD Tschad. TG Togo und jeder weitere 
Staat. der Venragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls eine andere Sckutrrechisjrt oder ein sonstiges Verfafaen gevunsch *ird. but* 
cuf der gepunheten Linie angebenj 

Nationales Pstent (falls elm andere Schurzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewnscht wird. bine zaf der gepunheten Linie angebenj: 



□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 

□ 

□ 
□ 
□ 
□ 



AL 

AM 

AT 

AU 

AZ 

BA 

BB 

BG 

BR 

BY 

CA 



CU 

CZ 

DE 

DK 

EE 

ES 

FI 

GB 

GE 

GH 



HU 
ID 
IL 
IS 
JP 
K£ 
KG 
KP 



Albanien 

Armenien 

Osterreich 

Australien 

Ascrbaidschan 

Bosnicn-Herzegowina 

Barbados 

Bulgaricn 

Brasilien 

Belarus 

Kanada 

CH und LI Schweiz und Liechiensiein 

CN China 

Kuba 

Tschechische Republik 

Deutschland 

Danemark 

Estiand 

Spanien 

Finnland 

Vereinigies Konigreich 

Georgien 

Ghana 

G.M Gambia 

GW Guinea-Bissau 

HR Kroaticn 

Ungam 

Indonesien 

Israel 

Island 

Japan 

Kenia 

Kirgisisian 

Demokratische Volksrepublik Korea 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
(3c 

□ 
□ 
□ 



LS Lesotho 

LT Litauen 
LU Luxemburg 
LV Lett land 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemaligc jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Foderation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereiniete Staatcn von Amcrika 



UZ 
VN 
VU 
ZW 



Usbckistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
Simbabwe 



KR 
KZ 
LC 
LK 
LR 



Republik Korea Kastchcn fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwccke eines 

Kasachstan nationalcn Patents), die dem PCT nach dcr Veroffcmlichung 

Saint Lucia dieses Formblatis beigetretcn sind: 

Sri Lanka □ : 

Liberia Q 



ErkUrung bzgl. vorsorglicher Bestimmungen: Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach 
Kegel 4.9 Absaiz b auch allc anderen nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahmc der im Zusatzfeld genannten 
Bestimmungen. die von dieser Erklarung ausgenommen sind. Dcr Anmelder erklan. daB diese zusfltzlichen Bestimmungen unter 
dem Vorbchalt einer Bestatigung stehen undjede zusatzliche Bestimmung. die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritaisdatum 
nicht bestatigt wurde. nach Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zuruckgenommen silt. (Die Bestatigung einer Bestimmung 
€ S 8* ^ urcn Emreichung einer \fttteilung. in der diese Bestimmung angegeben wird, und die Zahlung der Besttrnmungs- und 
der Bestattgungsgebuhr Die BestaHgung mufi beim Anmeldcamt innerhalb der Frist vpn IS Monaten eingehen ) 
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Hiati 5 


Fcld Nr. VI PRIORITATS 


ANSPRLCH 


V ] Wcitcrc Pnoritatsanspruche sind 


im Zusatzfcld aneeccben 


Anmcldedatum 
dcr frtihcrcn Anmoldung 
iTag.'Mona: i 


Aktenzeichen' 
dcr fruheren Anmeldunc 


1 


Isi die fruhere Anmcldung cine: 


national Anmcldung: 
Stout 


regionale Anmeldung:* 
regtonales Ami 


Internationale Anmcldung: 
Anmeldcamt 


Zcilc(l) 

22. September 1997 
(22.09.1997) 


19741716-7 


DE 






ZeileC) 










Zeile(?> 











| I Das Anmeldearm wird ersuchL einc begbubigte Abschrift dcr oben in dcr (den) Zeile(n> 

bczcichnetcn fruheren Anmeldune(en) ~zu ersiellen und dem imemationalen Burc 2u ubcrmittcln tnur falh die fruhere Anmeldung(er.> bet 
dem Amt etngereizht warden tstfstnd}. das fur dtc Zweckc dieser internationaien Anmeldung Anmeldeami ist) 
* Falls es sich bet der fruheren Anmeldung um etne ARJPO'Anmeldung handelt. so mufi in dem Zusztzfeid mindestens etn Staat angegeben werde.i. dcr 
Stitghcdstza: der P^rtser I'erbandsuberetnkunfi zum Schutz des gcwer'olichcn Eigentums :st und fur den die fruhere Anmeldung etngerctcht w-jrdc. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der internationaien Recherchenbehorde (ISA) 
(falls ;wf/' oder mehr els z*ei Internationale Recherchcn 
behorden fur die Ausfuhrung der internattonalen Recherche 
zustandig sind. geben Ste die von Ihnen ge*ahlre Behorde an, 
der Z*eibuchstaben-Code kann benutzt y*erdenj 

ISA / 



Antrag auf Nulzung der Ergebnisse einer fruheren Recherche: Bezugnahme auf dicse 
fruhere Recherche (falls etne fruhere Recherche bei der internattonalen Recherchenbehorde 
beantragt oder von ihr durchgefuhrt warden ist): 

Datum iTagt'StonaiUahr) Aktenzeichen Staat (oder regionales Arr.n 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE; EINREICHLNCSSPRACHE 



Diese intemationale Anmeldung enthalt 
die foleende An za hi von Slattern: 



Antrag 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollteil) 

Anspriiche 

Zusammenfassung 

Zeichnungen 

Sequenzprotokollteil 
der Beschreibung 

Blartzahl insgesamt 



4 

17 

6 
1 

10 



38 



Dieser internationaien .Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unteriaeen bei: 
I Q Blatt fur die Gebiihrenberechnung 
j 2. □ Gesonderte unterzeichnete V'ollmacht 

j 3. Q Kopie der allgemeinen Vollmacht: Aktenzeichen (falls vorhanden); 

| O Begriindung fur das Fehlen einer Unterschrift 

i 5. H Prioritatsbeleg(e). in Feld Nr. VI durch 

| foleende Zeilennummer gekennzeichnet: (1 ) 

j 6. □ Cbersctzung der internationaien Anmeldunc in die foleende Sprache: 

| 7. Q Gesonderte Angaben zu hinterleeten Mtkroorganismen oder anderem biologischen Maierial 

| 8. □ Sequenzprotokolle fur Nucleotide und- oder Aminosauren in computerlesbarer Form 

j 9. Q Sonstige {einzeln auffuhrenj: V~Scheck 



Abbildung der Zeichnungcn. die 
mil der Zusammenfassuna 
verdffcntlicru werden soli" (Nr.): 



1 



j Sprache. in der die 

| intemationale Anmeldung DeutSCh. 
i etngereichl wird: 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES AN M ELDERS ODER DES A.WALTS 



Der Same ieder unterzeichnenden Person ist neben der L'nterschrift zu wiederholen. und es tst anzugeben. sofern sich dies mcht eindeutiz 
aus dem Antrag ergibt. in welcher Etgenschaft die Person unterzeichnet. 



Dr. Raphael Bosl 

Paten tartwalt 2 I.September 1998 /ps 



l. Datum des latsachlichen Eingangs dieser 
internattonalen Anmcldung: 


2. Zeichnungcn 

| ] einec- 

1 I gangen* 

1 | nichl ein- 
i—J gcgancen: 


3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraelich. jedoch 
fristgerecht eingegangencr Untcrlagcn oder Zeichnungcn 
zur Vervollstiuidigung dieser internationaien Anmeldunc: 


4. Datum des fristgercchten Eincangsder anecfordcrtcn 
Richiigstcllungen nach Artikcl 1 1(2) PCt: 


5. Internationale Recherchenbehorde c 
(fails rnei oder mehr zustandig stndt: lb A / 


6. 1 1 Obermittlune des Recherchencxemplars bis zur 
1 1 Zahlung der Rccherchcngebuhr aufgeschoben 





Datum des Eingangs des Aktcncxcmplars 
beim Internationaien Buro 



Formblatt PCT "RO M'l i let/tc* Blat: u Juh I^Xi 



Stehc Anmcrkungen zu dtescm Antra^s(o r 'n^ ar 



VERTRAG W : R DIE INTERNATIONALE ZUS/W/IENARBEIT 
AUh DEM GEBIET DES PATENTWESE 




PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des An m elders oder Anwalts 

H26102PCT 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Fomnblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/06001 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Mona t/Jahr) 

21/09/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

22/09/1997 


Anmelder 

AVENTIS RESEARCH & TECHNOLOGIES et al . 





Dieser intemationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbe horde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



Dieser Internationale Recherchenbericht umfa3t insgesamt 3 



. Blatter. 



[Y] Dartiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Bestimmte Anspruche haben slch als nlchtrecherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangelnde Einheltltchkeit der Erffndung(siehe Feld II). 

3. ln der internationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzoffenbart; die intemationale 
Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

| | dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, daf3 der Inhalt des Protokolls nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

| | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaGe Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

fy] wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 
| | wurde der Wortiaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

fX~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 

| | wurde der Wortiaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. 1 | X | wie vom Anmelder vorgeschlagen | | keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 




T>/^TT WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUK. 

X JL Internationales Buro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG tTBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET PES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Paten tklassifikati on 6 : 

G01N 33/50, 33/53, C12Q 1/68, C07K 
1/04 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 99/15893 

1. April 1999 (01.04.99) 



(43) Internationales 

VerdfTentlichungsdatum 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



PO7EP98/06001 

21. September 1998 
(21.09.98) 



(30) Priori tatsda ten: 
197 41 716.7 



22. September 1997 (22.09.97) DE 



(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaien ausser US): AVENTIS 

RESEARCH & TECHNOLOGIES GMBH & CO. KG 
[DE/DE]; r>65926 Frankfurt am Main (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): MICULKA, Christian 
[AT/DE]; Gebeschusstrasse 36, D-65929 Frankfurt am 
Main (DE). WINDHAB, Norbert [DE/DE]; Akazienstrasse 
28, D-65795 Hattersheim (DE). HOPPE, Hans-Ulrich 
[DE/DE]; Amselweg 11, D-65929 Frankfurt am Main 
(DE). 

(74) Anwalte: BARDEHLE, Heinz usw.; Galileiplatz 1, D-8I679 
Munchen (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AU, BR, CA, JP, KR, US, europaisches 
Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK. ES, FI, FR, GB, GR, 
IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE). 



Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablaufder fur Anderungen der Anspruche zugelassenen 

Frist; Veroffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: A DDRESSABLE MODULAR RECOGNITION SYSTEM, PRODUCTION MODE AND JISE— 

(54) Bezeichnung: ADRESSIERBARES MODULARES ERKENNUNGSSYSTEM, SEINE HERSTELLUNG UND VERWENDUNG 




Oligomer bus Pasrungnystcm 

OUCOUER FORUCD FROM A PAIR IMG SV5TFU 

BibUothduembeil B- . ntchi getrtgert 

LIBRARY UHTJ B,, WTIHOUT SUPPORT 




Thermodynamisch oder kincUsch kontrolliert 
konstituicrte Bindungstasche als IComplcx 
mit dem Substret. 



Pepttd durch die Matrix bdumntl 



Zu alien B-Enheiten 
koraptcmcntare Paaiungseraheit 
A, am Trfger fixicrt (inunobiltsicrt) 



Trtger 



(57) Abstract 



The invention concerns a recognition system comprising (a) at least an immobilised binding constituent A and at least a binding site 
for the recognising species B and (b) at least a recognising species B capable of being fixed on the constituent A and at least a binding site 
for a substrate S, the binding of constituent A on the recognition species B intervening in the form of a molecular pairing system. 

(57) Zusammenfassung / 

/' 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Erkennungssystem enthaltend (a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponenie A mit 
mindestens einer Bindestelle fur die Erkennungsspezies B und (b) mindestens eine Erkennungsspezies B, die an die Bindungskoinponente 
A binden kann und mindestens eine Bindestelle fur ein Substrat S enthalt, wobei die Bindung der Bindungskomponente fk an die 
Erkennzungsspezies B in Form eines molekularen Paarungssystems erfolgt. f 
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Adressierbares modulares Erkennungssystem, seine Herstellung und Venvendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Erkennungssystem enthaltend 
10 (a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente A mit mindestens einer Bindestelle 
fur die Erkennungsspeziess B und 

(b) mindestens eine Erkennungsspeziess B, die an die Bindungskomponente A binden kann 
und mindestens eine Bindestelle fur ein Substrat S enthalt. wobei die Bindung der Bindungs- 
komponente A an die Erkennungsspezies B in Form eines molekularen Paarungssystems er- 
15 folgt. 

Arrays sind Anordnungen von immobilisierten Erkennungsspezien. die speziell in der Anaiy- 
tik und Diagnostik eine wichtige Rolle bei der simultanen Bestimmung von Analyten spielen. 
Beispiele sind Peptide-Arrays (Fodor et aL Nature 1993, 364. 555) und Nucleinsaure-Arrays 
20 (Southern et al. Genomics 1992, 13, 1008; U.S. Patent Nr. 5,632.957). 

In der experimentellen Analytik lassen Arrays durch die lokalisierte Erzeugung von Ereignis- 
sen eine besonders einfache. schnelle und reproduzierbare Datenanalyse zu. Beispiele hierfur 
reichen vom physikalischen Mehrkanaldetektor bis hin zu Mikrotiterplatten in der Laborme- 
:5 dizin. 

Arrays dienen auch zur Speicherung und Verarbeitung von Informationen und sind das 
grundlegende Konstruktionselement der Nanotechnologie. 

30 Weitere wichtige Anwendungsbereiche sind in der Biologic Biochemie. Medizin und Phar- 
makologie zu finden. So wird in EP-A1-0 461 462 ein Immunoassay beschrieben. bei dem 
feldanig positionierte und immobilisierte Antigene mit einem oder mehreren Antikorpern in 
Kontakt gebracht werden. In WO 96/01836 wird beispielsweise ein Array von DNA- 
Molekiilen unterschiedlicher Sequenz beschrieben. der zur Detektion von Genabschnitten 

35 diente und so beispielsweise zur Diagnose pathogener Bakterien fuhrte. 
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Immobilisierung durch supramolekulare Wechselwirkungen sind auch aufierhalb der Array- 
Anwendungen bekannt. So konnen Trager mit Anti-Antikorpern uber ein kovalent an den 
Trager gebundenes Antigen fixien werden. Die Analytik von Immunoassays basien weitge- 
hend auf Enzym-Immunoassays (EI As), bei denen eine enzymatisch katalysierte Reaktion die 
Prasenz eines Antigen-Antikorper- oder eines Antigen-Antikorper-Antiantikorper-Komplexes 
anzeigt. Eine der am Komplex beteiligten Einheiten ist hierbei entweder an einem Trager im- 
mobilisiert oder selbst ein Trager, z.B. in Form von Gewebsbestandteilen. 

Derartige Signal verstarkungsverfahren haben jedoch insbesondere bezuglich der VerlaBlich- 
keit der qualitativen Aussage wie auch der Quantifizierung Nachteile. Ein besonderer Nach- 
teil von miniaturisierten Arrays sind der Aufwand und die Kosten bei der Herstellung. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher. ein Erkennungssystem zu finden. das einfach. 
zuverlassig. hochselektiv und zudem billig ist. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Erkennungssystem enthaltend 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente A mit mindestens einer Bindestelle 
fur die Erkennungsspezies B und 

(b) mindestens eine Erkennungsspezies B. die an die Bindungskomponente A binden kann 
und mindestens eine Bindestelle fur ein Substrat S enthalt. wobei die Bindung der Bindungs- 
komponente A an die Erkennungsspezies B in Form eines molekularen Paarungssystems er- 
folgt. 

Solche Paarungssysteme sind supramolekulare Systeme nicht-kovalenter Wechselwirkung, 
die sich durch Selektivitat. Stabilitat und Reversiblitat auszeichnen. und deren Eigenschaften 
bevorzugt thermodynamisch. d. h. durch Temperatur. pH-Wert und Konzentration beeinflufit 
werden. Solche Paarungssysteme konnen z. B. aufgrund ihrer selektiven Eigenschaften auch 
als „molekularer Klebstoff * fur die Zusammenfuhrung von unterschiedlichen Metallclustern 
zu Cluster-Verbanden mit potentiell neuen Eigenschaften verwendet werden [siehe z. B. R. 
L. Letsinger. et aL Nature 1996, 382, 607-9: P. G. Schultz et aL Nature 1996. 382. 609-1 1]. 

Daher ist es besonders vorteilhaft. wenn das Paarungssystem einen Komplex darstellt. der 
durch Assoziation der Bindungskomponente A mit der Erkennungsspezies B uber nicht- 
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kovalente Wechselwirkungen gebildet wird. Die nicht-kovalenten Wechseiwirkungen sind 
insbesondere Wasserstoffbriicken. Salzbriicken, Stapelungen (..Stacking' 4 ), Metalligandierun- 
gen, Charge-Transfer-Komplexe und hydrophobe Wechselwirkungen. 

In einer besonderen Ausfiihrungsform enthalt das molekulare Paarungssystem gemaB der 
vorliegenden Erfmdung eine Nucieinsaure und deren Analoga. insbesondere in Form einer 
Pentose, vorzugsweise einer Pentopyranose oder Pentofuranose. Im allgemeinen ist die Pento- 
se ausgewahlt aus einer Ribose, Arabinose. Lyxose oder Xylose. Besonders bevorzugt ist Py- 
ranosyl-RNA (p-RNA). Nucieinsaure mit einer oder mehreren Aminocyclohexylethansau- 
re(CNA)-Einheiten. peptidische Nucieinsaure (PNA), oder einer Nucieinsaure mit einer oder 
mehreren [2-Amino-4-(carboxymethyl)cyclohexyl]-Nucleobasen. Besonders bevorzugt sind 
Pyranosyl-Nucleinsauren (p-NA's) und vor allem p-RNA's. 

p-NA's sind im allgemeinen zur natiirlichen RNA isomere Strukturtypen. bei denen die Pento- 
se-Einheiten in der Pyranoseform vorliegen und durch Phosphodiestergruppen zwischen den 
Positionen C-2' und C-4' repetitiv verkniipft sind. Unter "Nucleobase" werden dabei die kano- 
nischen Nucleobasen A ? T, U, C. G, aber auch die Paare I'soguanin/Isocytosin und 2.6- 
Diaminopurin/Xanthin und im Sinne der vorliegenden Erfmdung auch andere Purine und Py- 
rimidine wie Purin, 2 ; 6-Diaminopurin. 6-Purinthiol. Pyridin. Pyrimidin. Isoguanin, 6- 
Thioguanin. Xanthin. Hypoxanthin, Isocytosin, Indol. Tryptamin. N-Phthaloyltryptamin, Cof- 
fein. Theobromin. Theophyllin, Benzotriazol oder Acridin. verstanden. und vorzugsweise 
Ribopyranosyladenosin. Ribopyranosylguanosin. Ribopyranosylthymidin. Ribopyrano- 
sylcytosin. Ribopyranosyltryptamin oder Ribopyranosyl-N-phthalotn'ptamin. Ribopyranosyl- 
uracil oder deren [2-Amino-4-(carboxymethyl)-ribopyranosyl]-Derivate. 

p-NA's. und zwar die von der Ribose abgeleitete p-RNA's. wurden zum erstenmal von 
Eschenmoser et al. beschrieben (siehe Pitsch. S. et al. Helv. Chim. Acta 1993. 76, 2161; 
Pitsch, S. et al. Helv. Chim Acta 1995, 78, 1621; Angew. Chem. 1996. 108, 1619-1623). Sie 
bilden ausschliefllich sogenannte Watson-Crick-gepaarte. d. h. Purin-Pyrimidin- und Purin- 
Purin-gepaarte. antiparallele. reversibel ..schmelzende^, quasi-lineare und stabile Duplices. 
Homochirale p-RNA-Strange entgegengesetzten Chiraiitatssinns paaren ebenfalls kontrollier- 
bar und sind in der gebildeten Duplex streng nicht-helical. Diese fur den Aufbau supramole- 
kularer Einheiten wertvolle Spezifitat hangt mit der relativ geringen Flexibilitat des Ribopy- 
ranosephosphat-Ruckgrats sowie mit der starken Neigung der Basenebene zur Strangachse 
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und der hieraus folgenden Tendenz zu intercatenarer Basensiapeiung im resuitierenden Du- 
plex zusammen und laflt sich letzlich auf die Teilnahme eines 2\4 , -cis-disubstituierten Ribo- 
pyranoserings am Aufbau des Riickgrates zuriickfuhren. 

Diese wesentlich besseren Paarungseigenschaften machen p-NA's gegeniiber DNA und RNA 
fur die Anwendung des Aufbaus.supramolekularer Einheiten zu bevorzugten Paarungssyste- 
men. Sie bilden ein zu natiirlichen Nucleinsauren orthogonales Paarungsystem ; d. h. sie paa- 
ren nicht mit in der natlirlich Form vorkommenden DNA's und RNA's. was im besonderen 
im diagnostischen Bereich vorteilhaft ist. 

p-NA's eignen sich daher besonders fur die Anwendung im Bereich der Nanotechnoiogie, 
beispielsweise zur Herstellung neuer Materialien. Diagnostika und Therapeutika sowie mi- 
kroelektronischer, photonischer bzw. optoelektronischer Bauteile und fur das kontroliierte 
Zusammenfuhren molekularer Species zu supramolekuiaren Einheiten. wie z. B. fur den 
(kombinatorischen) Aufbau von Proteinassemblies [siehe z. B. A. Lombardi, J. W. Bryson, 
W. F. DeGrado, Biomolekuls (Pept. Sci.) 1997, 40, 495-504]. da p-NA's ? und besonders p- 
RNA's Paarungssysteme bilden. die stark und thermodynamisch kontrollierbar sind. Eine 
weitere Anwendung ergibt sich daher gerade im diagnostischen und drug discovery-Bereich 
durch die Moglichkeit, funktionelle, bevorzugt biologische Einheiten wie Proteine oder 
DNA/RMA-Abschnitte, z. B. mit einem p-RNA-Code zu versehen. der nicht mit den nattirli- 
chen Nucleinsauren interferiert (siehe z. B. WO93/20242). 

Die Lange der Nucleinsaure und deren Analoga ist gemaB der vorliegenden Erfindung minde- 
stens ca. 4-50, vorzugsweise mindestens ca. 4-25, insbesondere mindestens ca. 4-15. vor al- 
lem mindestens ca. 4-10 Nukleotide. 

Im allgemeinen ist die Bindungskomponente A an einem Trager immobilisien. 

Unter dem Begriff ..immobilisien'' versteht man im Sinne der vorliegenden Erfindung die 
Ausbildung einer kovalenten Bindung, quasi-kovalenten Bindung oder supramolekuiaren 
Bindung durch Assoziation von zwei oder mehreren molekularen Spezien wie linear konsti- 
tuierte Molekiile. insbesondere Peptide. Peptoide. Proteine. lineare Oligo- oder Polysacchari- 
de, Nucleinsauren und deren Analoga. oder Monomere wie Heterocyclen. insbesondere Stick- 
stoffheterocyclen. oder nichtlinear konstituierte Molekiile wie verzweigte Oligo- oder Poly- 
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saccharide oder Antikorper und deren funktionelle Teile. Funktioneile Teile von Antikorper 
sind beispielsweise Fv-Fragmente (Skerra & Pluckthun (1988) Science 240, 1038). einzelket- 
tige Fv-Fragmente (scFv: Bird et al. (1988), Science 242. 423: Huston et al. (1988) Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A., 85 ? 5879) oder Fab-Fragmente (Better et al. (1988) Science 240. 1041). 

Die Tragerung erfolgt somit im allgemeinen kovalent. quasi-kovalent. supramolekular oder 
physikalisch wie magnetisch (A. R. Shepard et al. (1997) Nucleic Acids Res., 25. 3 183-3 185, 
Nr. 15), im elektrischen Feld oder durch einen Molekularsieb. Die Bindungskomponente A 
wird hierdurch entweder direkt an der Position des Tragers synthetisiert oder an bestimmte 
Positionen des Tragers „gelinkt". Beispiele sind {Conjugations- und Tragerverfahren uber 
Perjodatoxidation und reduktiver Aminierung der Schiffbase. N-Hydroxisuccinimidester von 
vorzugsweise Dicarbonsaurelinker. Ethylendaminphosphoamidatlinker. Mercapto-. Jodacetyl- 
oder Maleinimido-Verfahren und/oder kovalente oder nicht-kovalente Biotin-Linker- 
Verfahren. 

Unter dem Begriff „Trager* ; versteht man im Sinne der vorliegenden Erfindung Material, ins- 
besondere Chipmaterial. das in fester oder auch gelarttger Form vorliegt. AIs Tragermateriali- 
en eignen sich beispielsweise Keramik, Metall, insbesondere Edelmetall. Glaser. Kunststoffe, 
kristalline Materialien bzw. diinne Schichten des Tragers. insbesondere der genannten Mate- 
rialien. oder (bio)molekulare Filamente wie Cellulose, Gerustproteine. 

Eine besondere Ausfuhrungsform ist daher ein erfindungsgemafies Erkennungssystem. bei 
dem die Bindungskomponente A an einen Trager uber eine kovalente Bindung. quasi- 
kovaiente Bindung oder supramolekulare Bindung durch Assoziation von zwei oder mehreren 
molekularen Spezien wie linearkonstituierte Molekiile, insbesondere Peptide. Peptoide. Pro- 
teine, lineare Oligo- oder Polysaccharide. Nucleinsauren und deren Anaioga, oder Monomere 
wie Heterocyclen, insbesondere Stickstoffheterocyclen, oder nichtlinear konstituierte Mole- 
kiile wie verzweigte Oligo- oder Polysaccharide oder Antikorper und deren funktionelle Teile 
wie Fv-Fragmente, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fab-Fragmente. immobilisiert ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die Bindungskomponente A an definierten Stellen des 
Tragers. insbesondere in Form einer Matrix, immobilisiert. wobei die definierten Stellen des 
Tr2gers vorzugsweise adressiert sind. 



WO 99/15893 



6 



PCT/EP98/06001 



GemaD dem bevorzugten Erkennungssystem wird daher ein Molekul in der mobilen (Puffer)- 
Phase mil der enisprechenden Komplementarsequenz nur an der Position der passenden 
Adresse einen supramolekularen Komplex spontan ausbilden. Sind an diese mobile Komple- 
mentaradresse durch chemische (Konjugate) oder supramolekulare Verbindungsbildung 
(Komplexe) weitere Einheiten mil besonderen Funktionen wie z.B. der eines Antikorpers ge- 
bunden, wird je nach verwendeten Adressenmuster auf demselben Immobilisat-Array ein 
unterschiedlicher Funktionsarray aufgespannt. 

Die grofien Vorteile eines solchen modularen Systems sind die identische einmalige Bereit- 
stellung der Tragereinheiten fur unierschiedlichste Anwendungen und die in situ Erzeugung 
nicht- haltbarer Bio-Konjugate etwa aus Proteinen. Enzymen oder lebenden Zellen und dem 
Paarungsrest. 

Ein weiterer Vorteil ist die schrittweise Erzeugung von Substratbindungsereignis und dem 
meBbaren Bindungsereignis an der Tragerposition. d. h. das'Substrat kann vollig ungehindert 
einen ersten Komplex mit der loslichen, adressierten Komponente (Erkennungsspezies B) 
bilden und anschlieflend im Raum der Tragerposition paarend an die Bindungskomponente A 
immobilisieren. 

Es ist femer besonders bevorzugt. wenn die Bindungskomponente A an eine Trager-Elektrode 
des Tracers immobilisiert ist. da beispielsweise durch eine Signalverstarkung des Impedanz- 
verhaltens von Trager-Elektroden bei Bindungsereignissen ein elektronisch lesbares Signal 
erzeugt wird. Entsprechende Elektrodenprozesse sind bei R. P. Andres (1996) Science. 272, 
1323-1325 und entsprechende Impedanzmessungen sind bei M. Stelzle et al. (1993) J. of Phy- 
sical Chem.. 97, 2974-298 1 beschrieben. 

Als Erkennungsspezies B ist beispielsweise ein Biomolekiil geeignet. welches z. B. ausge- 
wahlt ist aus einem Peptid. Peptoid. Protein wie Rezeptor oder funktionelle Teile davon wie 
die extrazellulare Domane eines Membran-standigen Rezeptors. Antikorper oder funktionelle 
Teile davon wie Fv-Fragmente. einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fab-Fragemente, oder 
Zellbestandteile wie Lipide. Glykoproteine. Filamentbestandteile. oder Viren. Virenbestand- 
, teile wie Kapside, oder Viroide. oder deren Derivate wie Acetate und deren wirksame Teile, 
oder Substanzbibliotheken wie Ensembles von sich strukturell unterscheidenden Verbindun- 
gen. vorzugsweise oligomere oder polymere Peptide. Peptoide. Saccharide. Nucleinsauren. 
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Oblichenveise enthalt das Biomolekiil eine Binderegion fur die Bindungskomponente A. die 
vorzugsweise eine der oben beschriebenen Nucleinsauren oder deren Analoga darstellt. Im 
allgemeinen wird hierbei das Biomolekiil an eine ausgewahlte Nucleinsaure oder Analogon 
tiber einen Linker gebunden. Beispielsweise eignet sich ein Uracil-basierender Linker, bei 
dem vorzugsweise die 5-Position des Uracils modifiziert wurde. z. B. N- 
Phthaloylaminoethyluracil, aber auch ein Indol-basierender Linker, vorzugsweise Tryptamin- 
derivate. wie z. B. N-Phthaloyltryptamin. 

In einer besonderen Ausfiihrungsform enthalt die immobilisiene Bindungskomponente A ver- 
schiedene Bindestellen fur verschiedene Erkennungsspezien B. wodurch verschiedene Erken- 
nungsspezien B an der Bindungskomponente A binden konnen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist mindestens eine weitere Erkennungsspezies B an die 
Bindungskomponente A immobilisiert. 

Daher ist ein weiteres erfindungsgemaBes Erkennungssystem dadurch gekennzeichnet. dafi es 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente A mit mindestens 2+n verschiede- 
nen Bindestellen fur mindestens 2+n verschiedene Erkennungsspezien BL B2 ... Bn und eine 
weitere von der Erkennungsspezies Bl. B2 ... Bn verschiedene Erkennungsspezies B(n+3), 
die an die immobilisiene Bindungskomponente A immobilisiert ist. und 

(b) mindestens (n+3) verschiedene Erkennungsspezien Bl. B2 ... B(n-5). 

wobei n eine ganze Zahl von 0-20. vorzugsweise 0-10. insbesondere 0-5. vor allem 0 oder 1 
bedeutet. 

In einer weiteren Ausgestaltung stammt die Erkennungsspezies Bl. B2 ... Bn aus einer Sub- 
stanzbibliothek. 

Zur Strukturanalyse eines Komplexes aus einer Substanzbibliothek ist es besonders vorteil- 
haft, wenn die Struktur der Erkennungsspezies B(n+3) bekannt ist. und/oder die verschiede- 
nen Erkennungsspezien B dasselbe Substrat S erkennen. 

Unter dem Begriff ..Substrat" versteht man im Sinne der vorliegenden Erfindung eine nicht- 
tragergebundene Substanz. die von dem erfindungsgemaBen Erkennungssystem erkannt wer- 
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den soil. Das Substrat S ist im allgemeinen ausgewahlt aus Molekiilen, vorzugsweise Arznei- 
stoffe und Pflanzenschutzwirkstoffe. Metaboliten, physiologische Botenstoffe, Derivate von 
Leilstrukturen. Substanzen, die im menschlichen oder tierischen Korper im Fall von krank- 
haften Veranderungen produzien oder im erhohten MaC produzien werden. oder Ubergangs- 
zustandanaloga, oder Peptide. Peptoide. Proteine wie Rezeptoren oder fiinktionelle Teile da- 
von wie die extrazellulare Domane eines Membran-standigen Rezeptors. Antikorper oder 
funktionelle Teile davon wie Fv-Fragmeme, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fab- 
Fragemente. oder Zellbestandteile wie.Lipide. Glykoproteine. Filamentbestandteile. oder Vi- 
ren, Virenbestandteile wie Kapside. oder Viroide, oder deren Derivate wie Acetate, oder Mo- 
nomere wie Heterozyklen, insbesondere Stickstoffheterozyklen. oder nichtlinear konstituierte 
Molekiile wie verzweigte Oligo- oder Polysaccharide, oder Substanzbibliotheken wie Ensem- 
bles von sich strukturell unterscheidenden Verbindungen. vorzugsweise oligomere oder po- 
lymere Peptide. Peptoide. Saccharide. Nucleinsauren. Ester. Acetale oder Monomere wie He- 
terocyclen. Lipide. Steroide. oder Angriffsstrukturen von -Pharmaka. vorzugsweise Arznei- 
mittelrezeptoren. spannungs-abhangige Ionenkanale. Transporter. Enzyme oder Biosynthese- 
Einheiten von Mikroorganismen. 

Substanzbibliotheken sind dem Fachmann aus dem Bereich der kombinatorischen Chemie 
bekannt. Beispiele sind die Ieicht zuganglichen Peptidbibliotheken, erzeugt durch Permutation 
der Peptidsequenz. Paaren solche Bibliotheken. entstehen vollig neue Supra-Molekule bzw. 
Komplexe. Die beachtliche Anzahl moglicher Komplexe beinhaltet moglicherweise Erken- 
nungsregionen fur Substrat-Molekule. ahnlich dem Epitop eines Antikorpers. Die Ausfuh- 
rungsform lafit dann ein Screening eines solchen stochastischen Bindungsereignisses zu. Ist 
eine der Konjugatbibliotheken an den Trager gebunden, kann durch die Codonadresse bzw. 
bei gleichbleibender Adresse durch seine bloBe Position direkt seine Identitat (z.B. die Pep- 
tidsequenz) festgelegt werden. Der Array erzeugt fur einen der Paarungsstrange eine soge- 
nannte codierte Bibliothek und vereinfacht die Komplexanaiytik der supramolekularen Bi- 
bliothek. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform stellt das erfindungsgemaBe Erkennungssy- 
stem einen Immunoassay dar. 
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Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren zur Identifizierung 
eines Substrates S in einer Probe mit Hilfe des erfindungsgemaBen Erkennungssystems, bei 
dem 

(a) eine Erkennungsspezies B. die das Substrat S erkennt. mit der Probe in Kontakt gebracht 
wird, 

(b) gleichzeitig oder nacheinander mit einer immobilisierten Erkennungsspezies B in Kontakt 
gebracht wird. und 

(c) die Bildung eines {Complexes aus immobilisierter Bindungskomponente A, Erkennungs- 
spezies B und Substrat S nachgewiesen wird. 

Insbesondere wird bei dem erfindungsgemaBen Verfahren die Bildung des {Complexes iiber 
physikalische Parameter wie Temperatur, Salze. Losungsmittel. elektrophoretische Vorgange 
gesteuen. 

Im allgemeinen wird der sich gebildete {Complex iiber eine Markierung wie eine radioaktive 
oder fluoreszierende Markierung. enzymatische Markierung, Redoxmarkierung, Spinmarkie- 
rung der Erkennungsspezies B nachgewiesen. oder iiber den Kompiex selbst, beispielsweise 
iiber Elektrodenprozesse wie iiber chemische Prozesse, z. B. Redoxprozesse in der Umgebung 
oder an der Elektrode oder iiber eine physikalische MeBgroBe wie iiber Impedanzmessung 
oder Gleichstrommessung. 

Besondere Amplifizierungs- oder Vorkonzentrierungsschritte der Substrate werden somit fur 
viele Anwendungen nicht benotigt, was besonders vorteilhaft ist. Die chemische und physi- 
kalische Heterogenitat der Positionen vor und nach den Paarungsereignissen kann zudem mit 
dem direktelektronischen Verfahren sehr vorteilhaft durch Parametrisierung bzw. Eichung 
uber die Software eliminiert werden. 

Das Problem. daB wichtige Substratmolekule fur solche Anwendungen Molekiile der natiirli- 
chen Paarungssysteme DNA und RNA selbst sein konnen und somit mit der Adressierung in 
storende Wechselwirkung treten wiirden. wird dadurch gelost. daB besonders stabile, selektive 
und nicht-naturliche Paarungssysteme. wie z. B. p-NA's, verwendet werden. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich daher auch auf ein Verfahren. mit dem Erkennungs- 
species. bevorzugt natiirliche DNA- oder RNA-Strange und Proteine. dabei 
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bevorzugt Antikorper oder funktionelle Teile von Antikorper. durch p-NA-Abschnitte. bevor- 
zugt p-RNA-Abschnitte. eindeutig codien werden. Diese kdnnen dann mit den zugehorigen 
Codons auf einem festen Trager hybridisien werden. Damit kann auf einem festen Trager, der 
in Form eines Arrays mit Codons ausgestattet ist. nur durch Einstellung von Hybridisierungs- 
bedingungen mit immer neuen Kombinationen von Erkennungsspecies an den gewiinschten 
Positionen immer neue. diagnostisch nutzliche Arrays aufgebaut werden. Wird dann der 
Analyt, beispielsweise eine biologische Probe wie Serum o. a. aufgebracht. dann werden die 
zu detektierenden Species in einem bestimmten Muster auf dem Array gebunden. welches 
dann indirekt (z. B. durch Fluoreszenzmarkierung der Erkennungsspecies) oder direkt (z. B. 
durch Impedanzmessung am Anknupfungspunkt der Codons) registriert wird. Dann wird die 
Hybridisierung durch geeignete Bedingung aufgehoben (Temperatur. Salze, Losungsmittel. 
elektrophoretische Vorgange), so daB wieder nur der Trager mit den Codons zuruckbleibt. 
Dieser wird dann erneut mit anderen Erkennungsspecies beladen und wird z. B. fur den glei- 
chen Analyten fur die Ermittlung eines anderen Musters verwendet. Die immer neue Anord- 
nung von Erkennungsspecies im Array-Format und die Verwendung von p-NA's als Paa- 
rungssysteme ist gegeniiber anderen Systemen. siehe z. B. WO 96/13522. besonders vorteil- 
haft. 

Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren kann in einem weiteren Schritt der {Complex aus 
Erkennungsspezies B und Substrat S auch isoliert werden. Hierzu wird z. B. der Komplex aus 
Erkennungsspezies B und Substrat S nach Einfrieren des Bindungsgleichgewichts oder kova- 
lentes Cross-Linking von Erkennungsspezies B und Substrat S isoliert. 

Das erfindungsgemafle Erkennungssystem eignet sich folglich besonders gut zum Auffinden 
eines Substrates S. zur Diagnose, zur Herstellung eines Katalysators und/oder zur Herstellung 
eines elektronischen Bauteils. insbesondere zum Auffinden. zur Optimierung und/oder zur 
Herstellung eines Arzneiwirkstoffes oder Pflanzenschutzwirkstoffes. 

Je nach den synthetisierten Adressen konnen somit fur unterschiedliche Fragestellungen bzw. 
diagnostische Probleme schnell Kits zusammengestellt werden. die auf dem existierenden 
Codon-Array in situ das Testsystem durch Paarung bildet. Bevorzugt werden Biomolekiile. z. 
B. ganz allgemein Zell- oder Virus-Bestandteile. ganz besonders monoklonale Antikorper 
oder deren funktionelle Teile. 
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Die folgenden Figuren sollen die Erfindung naher beschreiben. ohne sie zu beschranken. 
BESCHREIBUNG DER FIGUREN 

Fig. 1 zeigt schematisch das allgemeine Prinzip einer Erkennungsspezies, die in siiu urn ein 
zu erkennendes Substrat erzeugt wird. Die Komplexierungseinheit (Peptid) kanh 
durch eine Tragermatrix bekannt sein. Hierbei bildet sich eine thermodynamisch oder 
kinetisch kontrolliert konstituierte Bindungstasche als Komplex mit dem Substrat. 
Die zu alien B-Einheiten komplementare Paarungseinheit A ist am Trager fixiert 
(immobilisiert). 

Fig. 2 zeigt schematisch eine Anordnung von immobilisierten Erkennungsstrukturen 
(Arrays) auf einem festen Trager. 

Fig. 3 zeigt schematisch die modiilare Erzeugung eines supramolekularen Arrays. Auf dem 
gleichen Anticodon-Trager werden durch Adressierung mit den selektiven Paarungs- 
regionen unterschiedliche Immunoarrays aufgebaut. 

Fig. 4 zeigt schematisch den Aufbau eines Arrays mit 4 Tragerpositionen (Elektroden) und 
das MeBprinzip. 

Fig. 5 zeigt schematisch UV-spektroskopisch und Impedanz-spektroskopisch den Nachweis 
der Paarung der Anticodon-Codon-Molekule. Durch Temperaturerniedrigung paaren 
die Strange, der Pufferiiberstand verarmt, die UV-Extinktion des Uberstandes nimmt 
ab bzw. die Veranderung der Elektrodendoppelschicht wirkt auf die Impedanzmes- 
sung. 

Fig. 6 zeigt schematisch die Funktionsweise eines adressierten Immunoarrays. Lediglich 
Elektrode 3 tragt die passende Adresse zu einem Antikdrper-Paarungsstrang- 
Konjugat. Wird das passende Antigen zugegeben, verandert sich die Impedanz an der 
Elektrode 1 anders als durch bloBe Pufferveranderung an den anderen Elektroden. 

Fig. 7 zeigt die Abkuhlkurven eines temperaturinduzierten UV-Paarungsexperiments mit 
zwei komplementaren p-RNA-Adressen. an die jeweils ein Histidin-Peptid konju- 
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giert ist. Die Paarung erzeugt eine Erkennungsregion fiir Nickelionen als Substrat. 
Das Substrat fiihrt zu einer deutlichen Erhohung der Umwandlungstemperatur T m , 
die ohne die Histidinreste nicht beobachtet wird. 

Fig. 8 zeigt schematisch eine einfache Matrix aus zwei aufgedampften Goldelektroden. 

Fig. 9 zeigt den direktelektronischen Nachweis eines Antigen-Antikorperkomplexes auf 
einer Elektrodenposition des Arrays durch Impedanzspektroskopie. 

Fig. 1 0 zeigt einen zusatziichen Nachweis des Antigen-Antikorperkomplexes auf der ades- 
sierten Elektrode mittels Fluoreszens. 

Beispiele 

Beispiel 1 

Synthese eines einen Linker enthaltenden p-RNA-Oligonucleotids mil Linker der Formel 4' 
AGGCAIndT 2': 

1.1 Festphasensynthese des Oligonucleotids 

A, G ? C. T steht fur die Nucleobasen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin und Ind bedeutet 
Aminoethylindol (Indol CH2-CH2-NH2) ais Linker in Form einer Nucleobase. 

Die vollautomatische Festphasensynthese wurde mit jeweils 15 nmol durchgefuhrt. Ein 
Synthesezyklus besteht aus den folgenden Schritten: 

(a) Detritylierung: 5 Minuten mit 6% DCA (Dichloressigsaure) in CH2CI2 (79 ml). 

(b) Waschen mit CH 2 C1 2 (20 ml), Acetonitril (20 ml) und danach Spulen mit Argon; 

(c) Kupplung: Waschen des Harzes mit dem Aktivator (0,5 M Pyridin.HCl in CH 2 C1 2 (0,2 

ml) und anschlieBend 30minutiges Behandeln mit Aktivator (0.76 ml) und Phosphorami- 
dit der entsprechenden Nucleobase (0, 76 ml : 8 eq; 0,1 M in Acetonitril) im Verhaltnis 
1/1: 
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(d) Capping: 2-miniitiges Behandeln mit 50% Cap A (10,5 ml) und 50% Cap B (10.5 ml) von 

PerSeptive Biosystems. Inc., Texas, USA (Cap A: THF. Lutidine. Acetanhydrid: Cap B: 
1-MethylimidazoL THF, Pyridin); 

(e) Oxidation: 1-miniuiges Behandeln mit 120 ml Iodlosung (400 mg Jod in 100 ml Acetoni- 

tril. 46 ml H2O und 92 ml sym-Collidine); und 
(0 Waschen mit Acetonitril (22 ml). 

Zur Erleichterung der nachfolgenden HPLC Reinigung der Oligonucleotide wurde die letzte 
DMT(Dimethoxytrityl)-Gruppe nicht abgespalten. Zum Nachweis der letzten Kupplung mit 
den modifizierten Phorphoramiditen wurde nach der Synthese mit 1% des Harzes eine Trityl- 
kationabsorption in UV (503 nm) durchgefuhrt. 

1 .2 Aufarbeitung des Oligonucleotids: 

Die Abspaltung der Allyleiherschutzgruppen erfolgte mit einer Losung von Tetra- 
kis(triphenylphosphin)palladium (272mg), Triphenylphosphin (272 mg) und Diethylammoni- 
iimhydrogencarbonat in CH2CI2 (15ml) nach 5 Stunden bei RT. Die Glastrager wurden da- 
nach mit CH 2 Ch (30ml), Aceton (30ml) und Wasser (30ml) gewaschen. Urn Palladiumkom- 
plexreste zu entfemen. wurde das Harz mit einer waBrigen 0 ? 1 M Natriumdiethyldithiocarba- 
mathydratiosung gespult. Die obenerwahnte Waschoperation wurde in einer umgekehrten 
Reihe noch einmal durchgefuhrt. AnschlieBend wurde das Harz am Hochvakuum 10 Minuten 
getrocknet. Der Abspaltungsschritt vom Glastrager bei gleichzeitiger Debenzoylierung wurde 
in 24% Hydrazinhydratlosung (6ml) bei 4°C durchgefuhrt. Nach HPLC-Kontrolle an RP 18 
(18-25 Stunden) wurde das Oligonucleotid „Trityl ON" minels einer aktivierten (Acetonitril, 
20 ml) Waters Sep-Pak Cartridge vom Hydrazin befreit. Das Hydrazin wurde mit TEAB, 
0,1M (30ml) gewaschen. Das Oligonucleotid wurde dann mit AcetonitrilyTEAB, 0.1M (10ml) 
eluiert. AnschlieBend wurde mittels HPLC zur Abtrennung von Abbruchsequenzen gereinigt 
und die DMT-Entschutzung (30 ml 80%ig wafirige Ameisensaure) durchgefuhrt. Abschlie- 
Bende Entsalzung (uber Sep-Pak Kartouche. mit TEAB Puffer 0,1M/Acetonitril: l'l) lieferte 
das reine Oligonucleotid. 

Beispiel 2 



Jodacetylierung von p-RNA mit N-(Jodacetyloxy)-succinimid 
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p-RNA-Sequenz : 4' AGGCAIndT 2' M w = 2266.56 g/mol. hergesteilt gemaB Beispiei 1. 

1 eq. der p-RNA wurde in einer 0.1 molaren Natriumhydrogencarbonatlosung (pH 8 r 4) gelost 
(1 ml pro 350 nmol) und mil einer Losung von N-(Jodacetyloxy)-succinimid in DMSO ver- 
setzt (40 ul pro mg). Man dunkelt den Ansatz mit Aluminiumfolie ab und lieB ihn bei Raum- 
temperatur fur 30-90 Minuten stehen. 

Der Fortgang der Reaktion wurde mittels analytischer HPLC verfolgt. Die Standardbedingun- 
gen vvaren: 

Puffer A : 0. 1 molarer Triethylammoniumacetat-Puffer in Wasser 

Puffer B : 0.1 molarer Triethylammoniumacetat-Puffer in Wasser: Acetonitril 1:4 

Gradient : von 10% B startend auf 50% B in 40 Minuten 

Saulenmaterial : 10 ^M LiChrosphere ® 100 RP-18 von Merck Darmstadt GmbH; 250 x 4 
mm 

Retentionszeit der Edukte: 18,4 Minuten 

Retentionszeit der Produkte in diesem Falle : 23.1 Minuten 

Nach beendeter Reaktion wurde der Ansatz mit Wasser auf das vierfache Volumen verdvinnt. 
Man aktivierte eine Waters Sep-Pak-Kartusche RP-18 (ab 15 oD 2 g Fullung) mit 2 x 10 ml 
Acetonitril und 2 x 10 ml Wasser. trug das Oligonucleotid auf. lieB einsinken. wusch das Re- 
aktionsgefaB mit 2 x 10 ml Wasser, wusch mit 3 x 10 ml Wasser nach. urn Saiz und Reagenz 
zu entfernen. und eluierte zuerst mit 5 x 1 ml 50:1 Wasser : Acetonitril und anschlieBend mit 
1:1. Das Produkt eluierte in den 1 : 1 -Fraktionen in sehr guter Reinheit. Die Fraktionen wurden 
in der Kalte und im Dunkeln eingeengt, vereinigt, und wieder eingeengt. 

Die Ausbeuten wurden mittels UV-Absorptionspektrometrie bei 260 nm bestimmt. 
Massenspektrometrie : 

Sequenz : 4' AGGCAInd(CH 2 CH 2 NHCOCH 2 -I)T 2' 

berechnete Masse : 2434.50 g/mol 
gefundene Masse MH 2 2+ : 1217.9 g/mol = 2433 



Beispiei 3 
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Konjugation von p-RNA an ein Peptid der Sequenz (His) 6 : 

Die jodacetyliene p-RNA (M w = 2434,50 g/mol) wurde in einem Puffersystem gelost (lOOOul 
pro 114 nmol) und dann mit einer Losung des Peptides in Puffer versetzt (2 moleq. (His) 6 - 
Peptid). 

Puffersystem : Borax/HCl-Puffer der Firma Riedei-de Haen ? pH 8,0 ? wurde im Verhaltnis 1:1 
mit einer 10 millimolaren Losung von EDTA-Dinatriumsalz in Wasser gemischt und auf pH 
6,3 mit HC1 eingestellt. Man erhielt dadurch eine Losung. die 5 mM Na 2 EDTA enthalt. 

Man belieB den Ansatz bis zum vollstSndigen Umsatz bei Raumtemperatur im Dunkeln. Die 
Reaktion wurde mittels HPLC-Analytik verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde der Ansatz 
direkt mittels RP-HPLC gereinigt. Die Fraktionen wurden in der Kahe und im Dunkeln ein- 
geengt, vereinigt, und wieder eingeengt. Man nahm in Wasser auf und entsalzte. Man aJcti- 
vierte eine Waters Sep-Pak-Kartusche RP-18 (ab 15 oD 2 g Fullung) mit 2 x 10 ml Acetonitril 
und 2 x 10 ml Wasser, trug das Oligonucleotid auf, lieB einsinken, wusch das ReaktionsgefaB 
mit 2 x 10 ml Wasser, wusch mit 3 x 10 ml Wasser nach. um das Salz zu entfernen. und elu- 
ierte mit Wasser : Acetonitril 1:1. Die Produkt-Fraktionen wurden eingeengt, vereinigt, und 
wieder eingeengt. 

Die Ausbeuten wurden mittels UV-Absorptionspektrometrie bei 260 nm bestimmt. Sie er- 
reichten 70-95% der Theorie. 

HPLC-Analytik: 

Puffer A : 0,1 molarer Triethylammoniumacetat-Puffer in Wasser 

Puffer B : 0,1 molarer Triethylammoniumacetat-Puffer in Wasser: Acetonitril 1:4 

Gradient : von 10% B startend auf 50% B in 40 Minuten 

Saulenmaterial : 10 |iM LiChrosphere 0 100 RP-18 von Merck Darmstadt GmbH: 250 x 4 
Retentionszeit des Produktes : 1 6.9 Minuten 

Massenspektrometrie : 

Sequenz : 4' AGGCAInd(CH 2 CH 2 NHCOCH2-(His)6T 2' 

berechnete Masse : MH 2 2+ : 1626,9 g/mol 
gefundene Masse MH 2 2+ : 1626.0 g/mol 
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Analog \vurde die komplementare Sequenz 4' Ind(CH 2 CH 2 NHCOCH 2 -(His) 6 TGCCT 2' 
hergestellt: 

berechnete Masse MH 2 2 ': 1436,2 g/mol 
gefundene Masse MH 2 2 * : 1436,4 g/mol 

Analog wurden auch Peptidbibliotheken zur Bildung von Erkennungsregionen an die p-RNA 
konjugien. 

Im UV-L6sungsexperiment konnte nachgewiesen werden, dafi die Wechselwirkung der Hi- 
stidinuntereinheiten mit einem Substrat (Nickel-Ionen), die Paarungseigenschaften selbst be- 
einflussen. Eine je 5^M p-RNA-Konjugatlosung in lOmM Tris HC1 150mM ukrarein NaCl 
zeigte im UV-Paarungsexperiment ein T m von 32°C, der sich nach Zugabe von 10 Aquiva- 

lenten Nickel-Ionen pro Strang urn 10° C auf 42° erhohte. Somit geht der Nachweis, d. h. die 
Erkennung eines Substrates hier sehr vorteilhaft mit der Adressierung selbst einher: das ent- 
spricht auf der Tragermatrix dem Immobilisierungsvorgang. 



Beispiel 4 

Direktelektronische Detektion einer Antikorper/Antigen-Erkennung auf dem adressierbaren 
Erkennungssystem 

Eine einfache Matrix aus zwei aufgedampften Goldelektroden wurde als Beispiel eines adres- 
sierbaren Erkennungssystems verwendet (siehe Fig. 8). 

An eine jodacetylierte p-RNA Sequenz wurde eine im Handel erhaltliche Thiol-reduzierte 
Antikorpereinheit (Rockland Immunochemicals, Pennsylvania, USA) wie oben beschrieben 
ankonjugiert. 

Die komplementare p-RNA-Einheit 4 , Ind«TAGGCAAT 2' wurde minels 100 equivalenten 
Traut s Reagenz in ImM wassriger EDTA und Borax Puffer pH 9.5 am Aminoiinker Thiol- 
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aktivien. nach 6 Stunden reversed-phase-HPL-chomatographisch gereinigt, und liber Nacht an 
einer der beiden frisch mittels UV-licht gereinigten Gold-Elektroden gebunden. Nur diese 
Elektrode bindet das Antikorper-p-RNA-Konjugat durch Paarung (siehe Fig. 9). 

Die Figur zeigt das Impedanz-Signal (ohne weitere Beschaltung; Spektrometer Solanon In- 
strumems 1260 interface; Solarton Instruments SI 1287) des thio-reduzierten Antikorpers, der 
direkt uber Nacht auf eine frisch gereinigte Elektrode der beschriebenen Art gebunden wurde 
vor und nach einer Antikorper-Antigen-Komplexierung des immobilisierten Antikorpers unter 
den Pufferbedingungen 1/15 mol/1 Na 2 HP0 4 , KH 2 P0 4 , pH 7.4 und Raumtemperatur. 

Das Erkennungs-Ergebnis konnte im gewahlten Fall mittels Fluoreszenzmarker gepruft wer- 
den, da das im Handel erhaltliche Antigen (eine Human-IgG-F(ab')2-Fraktion Rockland Im- 
munochemicals) Fluorescein-markiert ist (siehe Fig. 10). 
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Patentanspruche 

1 . Erkennungssystem enthaltend 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente A mit mindestens einer Bin- 
destelle fur die Erkennungsspezies B und 

(b) mindestens eine Erkennungsspezies B, die an die Bindungskomponente A binden 
kann und mindestens eine Bindestelle fur ein Substrat S enthalt. dadurch gekennzeich- 
net. daB die Bindung der Bindungskomponente A an die Erkennungsspezies B in Form 
eines molekularen Paarungssystems erfolgt. 

2. Erkennungssystem nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Paarungssystem 
einen Komplex darstellt, der durch Assoziation der Bindungskomponente A mit der Er- 
kennungsspezies B iiber nicht-kovaiente Wechselwirkungen gebiidet wird. 

3. Erkennungssystem nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet. daB die nicht-kovalenten 
Wechselwirkungen ausgewahlt sind aus Wasserstoffbriicken. Salzbriicken. Stapelung 
(..Stacking''), Metalligandierungen. Charge-Transfer-Komplexe und hydrophobe Wech- 
selwirkungen. 

4. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet. daB das 
molekulare Paarungssystem eine Nucleinsaure und deren Analoga enthalt. 

5. Erkennungssystem nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet. dafl die Nucleinsauren 
und deren Analoga eine Pentose, vorzugsweise eine Pentopyranose oder Pentofuranose 
ist. 



6. 



Erkennungssystem nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. daB die Pentose ausge- 
wahlt ist aus einer Ribose. Arabinose, Lyxose oder Xylose. 
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7. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 4-6, dadurch gekennzeichnet. dafi die 
Nucleinsaure und deren Analoga ausgewahlt ist aus Pyranosyl-RNA (p-RNA), Nuclein- 
saure mit einer oder mehreren Aminocyclohexylethansaure(CNA)-Einheiten. peptidi- 
sche Nucleinsaure (PNA), oder einer Nucleinsaure mit einer oder mehreren [2-Amino- 
4-(carboxymethyl)cyclohexyl]-Nucleobasen. 

8. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 4-7, dadurch gekennzeichnet. daB die 
Nukleobase der Nucleinsaure oder deren Analoga ausgewahlt ist aus Purin. 2,6- 
Diaminopurin, 6-Purinthiol. Pyridin. Pyrimidin, Adenin, Guanin, Isoguanin, 6- 
Thioguanin, Xanthin, Hypoxanthin, Thymidin, Cytosiri. Isocytosin. Indol. Tryptamin, 
N-Phthaloyltryptamin, Uracil, Coffein, Theobromin, Theophyllin. Benzotriazol oder 
Acridin. 

9. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 4-8, dadurch gekennzeichnet. daB die 
Nucleinsaureanaloga ausgewahlt sind aus Ribopyranosyladenosin. Ribopyranosylgua- 
nosin. Ribopyranosylthymidin, Ribopyranosylcytosin, Ribopyranosyltryptamin oder 
Ribopyranosyl-N-phthalotryptamin, Ribopyranosyl-uracil oder deren [2-Amino-4- 
(carboxymethyl)ribopyranosyl]-Derivate. 

10. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 4-9, dadurch gekennzeichnet. daB die 
Lange der Nucleinsaure und deren Analoga mindestens ca. 4-50. vorzugsweise minde- 
stens ca. 4-25. insbesondere mindestens ca. 4-15. vor ailem mindestens ca. 4-10 Nu- 
kleotide ist. 

11. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1-10, dadurch gekennzeichnet. daB die 
Bindungskomponente A an einem Trager immobilisiert ist. 

12. Erkennungssystem nach Anspruch II, dadurch gekennzeichnet. daB der Trager ausge- 
wahlt ist aus Keramik, Metall, insbesondere Edelmetall. Glaser. Kunststoffe. kristalline 
Materialien bzw. diinne Schichten des Tragers. insbesondere der genannten Materialien. 
oder (bio)molekulare Filamente. wie Cellulose, Geriistproteine. 

13. Erkennungssystem nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Bin- 
dungskomponente A an einen Trager iiber eine kovalente Bindung, quasi-kovalente 
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15 



Bindung oder supramolekulare Bindung durch Assoziation von zwei oder mehreren 
molekularen Spezien wie linearkonstituierte Molekule. insbesondere Peptide. Peptoide. 
Proteine, lineare Oligo- oder Polysaccharide, Nucleinsauren und deren Analoga, oder 
Monomere wie Heterocyclen, insbesondere Stickstoffheterocyclen, oder nichtlinear 
konstituierte Molekule wie verzweigte Oligo- oder Polysacharide oder Antikorper und 
deren funktionelle Teile wie Fv-Fragmente, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder 
Fab-Fragmente. immobilisiert ist. 

14. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1 1-13, dadurch gekennzeichnet. daB die 
Bindungskomponente A an definierten Stellen des Tragers, vorzugsweise in Form einer 
Matrix, immobilisiert ist. 

15. Erkennungssystem nach Anspruch 14 ; dadurch gekennzeichnet. daB die definierten 
Stellen des Tragers adressiert sind. 

16. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 11-15, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Bindungskomponente A an eine Trager-Elektrode des Tragers immobilisiert ist. 



17. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1-16 dadurch gekennzeichnet. dafl die 
20 Erkennungsspezies B ein Biomolekul ist. 

18. Erkennungssystem nach Anspruch 17. dadurch gekennzeichnet. daB das Biomolekul 
ausgewahlt ist aus Peptid. Peptoid. Protein wie Rezeptor oder funktionelle Teile davon 
wie die extrazellulare Domane eines Membran-standigen Rezeptors, Antikorper oder 

25 funktionelle Teile davon wie Fv-Fragmente, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder 

Fab-Fragemente, oder Zellbestandteile wie Lipide. Glykoproteine. Filamentbestandteile, 
oder Viren, Virenbestandteile wie Kapside. oder Viroide, oder deren Derivate wie Ace- 
tate und deren wirksame Teile. oder Substanzbibliotheken wie Ensembles von sich 
strukturell unterscheidenden Verbindungen, vorzugsweise oligomere oder polymere 

30 Peptide. Peptoide, Saccharide. Nucleinsauren. 



19. 



Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1-18. dadurch gekennzeichnet. daB die 
immobilisierte Bindungskomponente A verschiedene Bindestellen fur verschiedene Er- 
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kennungsspezien B enthalt. wodurch verschiedene Erkennungsspezien B an der Bin- 
dungskomponeme A binden konnen. 

20. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1-19, dadurch gekennzeichnet. dafl min- 
desiens eine weitere Erkennungsspezies B an die Bindungskomponente A immobilisiert 
ist. 

2 1 . Erkennungssysiem nach Anspruch 1 9 oder 20, dadurch gekennzeichnet. dafi es 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente A mit rnindestens 2+n ver- 
schiedenen Bindestellen fur mindestens 2 -Hi verschiedene Erkennungsspezien Bl, B2 ... 
Bn und eine weitere von der Erkennungsspezies Bl, B2 ... Bn verschiedene Erken- 
nungsspezies B(n+3), die an die immobilisierte Bindungskomponente A immobilisiert 
ist. und 

(b) mindestens (n+3) verschiedene Erkennungsspezien Bl, B2 ... B(n+3). 

wobei n eine ganze Zahl von 0-20, vorzugsweise 0-10, insbesondere 0-5, vor allem 0 
oder 1 bedeutet. 

22. Erkennungssystem nach Anspruch 21. dadurch gekennzeichnet. daB die Erkennungs- 
spezies Bl. B2 ... Bn aus einer Substanzbibliothek stammt. 

23. Erkennungssystem nach Anspruch 21 oder 22. dadurch gekennzeichnet. daB die Struk- 
tur der Erkennungsspezies B(n+3) bekannt ist. 

24. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 19-23, dadurch gekennzeichnet. dafl die 
verschiedenen Erkennungsspezien B dasselbe Substrat S erkennen. 

25. Erkennungssystem nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet. daB das Substrat S aus- 
gewahlt ist aus Molekule. vorzugsweise Arzneistoffe und Pflanzenschutzwirkstoffe. 
Metaboliten. physiologische Botenstoffe, Derivate von Leitstrukturen, Substanzen. die 
im menschlichen oder tierischen Korper im Fall von krankhaften Veranderungen produ- 
zien oder im erhohten MaB produziert werden, oder Obergangszustandanaloga, oder 
Peptide, Peptoide. Proteine wie Rezeptoren oder funktionelle Teile davon wie die extra- 
zellulare Domane eines Membran-standigen Rezeptors, Antikorper oder funktionelle 
Teile davon wie Fv-Fragmente, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fab- 
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Fragemente. oder Zellbesiandteile wie Lipide. Glykoproteine. Filamentbestandteile. 
oder Viren, Virenbestandteile wie Kapside. oder Viroide, oder deren Derivate wie 
Acetate, oder Monomere wie Heterozyklen. insbesondere Stickstoffheterozyklen. oder 
nichtlinear konstituierte Molekiile wie verzweigte Oligo- oder Polysaccharide, oder 
Substanzbibliotheken wie Ensembles von sich strukturell unterscheidenden Verbindun- 
gen. vorzugsweise oligomere oder polymere Peptide. Peptoide. Saccharide.. Nucleinsau- 
ren. Ester. Acetale oder Monomere wie Heterocyclen. Lipide. Steroide, oder Angriffs- 
strukturen von Pharmaka. vorzugsweise Arzneimittelrezeptoren. spannungs-abhangige 
Ionenkanale, Transporter. Enzyme oder Biosynthese-Einheiten von Mikroorganismen. 

26. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1-25 T dadurch gekennzeichnet. daB es 
einen Immunoassay darstellt. 

27. Verfahren zur Identifizierung eines Substrates S in einer Probe mit Hilfe des Erken- 
nungssystems gemaB einem der Anspriiche 1 -26, dadurch gekennzeichnet. daB 

(a) eine Erkennungsspezies B ? die das Substrat S erkennt, mit der Probe in Kontakt 
gebracht wird ; 

(b) gleichzeitig oder nacheinander mit einer immobilisierten Erkennungsspezies B in 
Kontakt gebracht wird, und 

(c) die Bildung eines {Complexes aus immobilisierter Bindungskomponente A. Erken- 
nungsspezies B und Substrat S nachgewiesen wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet. daB die Bildung des Komplexes 
iiber physikalische Parameter wie Temperatur, Salze ? LosungsmitteL elektrophoretische 
Vorgange gesteuert wird. 



29. Verfahren nach Anspruch 27 oder 28. dadurch gekennzeichnet. daB der {Complex iiber 
eine Markierung wie eine radioaktive oder fluoreszierende Markierung, enzymatische 
Markierung, Redoxmarkierung, Spinnmarkierung der Erkennungsspezies B nachgewie- 
sen wird, oder iiber den {Complex selbsL beispielsweise iiber Eleklrodenprozesse wie 
iiber chemische Prozesse. z. B. Redoxprozesse in der Umgebung oder an der Elektrode 
oder iiber eine physikalische MeBgroBe wie iiber Impedanzmessung oder Gleichstrom- 
messung. 



WO 99/15893 



23 



PCT/EP98/06001 



30. Verfahren nach einem der Anspriiche 27-29, dadurch gekennzeichnet, daB in einem 
weiteren Schritt der Komplex aus Erkennungsspezies B und Substrat S isolien wird. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB der Komplex aus Erken- 
nungsspezies B und Substrat S nach Einfrieren des Bindungsgleichgewichts oder kova- 
lentes Cross-Linking von Erkennungsspezies B und Substrat S isoliert wird. 

32. Verwendung des Erkennungssystems gemaB einem der Anspriiche 1-26 zunrAuffinden 
eines Substrates S, zur Diagnose, zur Herstellung eines Katalysatbrs und/oder zur Her- 
stellung eines elektronischen Bauteils, insbesondere zum Auffinden, zur Optimierung 
und/oder zur Herstellung eines Arzneiwirkstoffes oder Pflanzenschutzwirkstoffes. 
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